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RESUMEN 
En el presente proyecto, se ha estudiado el efecto del Calcio liberado por nanopartículas 
llamadas G5 en la migración celular de los fibroblastos en las heridas de la piel. Las 
nanopartículas se han fabricado durante el proyecto y se componen de sodio, titanio, fosforo 
y calcio. Una vez las partículas están disueltas en el medio de cultivo, liberan calcio. Este calcio 
actúa facilitando  la migración de los fibroblastos para cerrar las heridas cutáneas.   
El objetivo principal de este proyecto era estudiar el efecto del calcio y de las nanopartículas 
en la migración celular haciendo un ensayo llamado “Scratch Wound Assay”. Este ensayo 
consiste en hacer una herida en células en confluencia in vitro y hacer fotos al microscopio 
óptico  a diferentes tiempos y así observar y cuantificar la migración de las  células. 
Para descartar que la proliferación celular interfiera en el proceso de migración de las células, 
hemos utilizado un inhibidor de la proliferación llamado Mitomicina C. Previamente a realizar 
los ensayos con el calcio liberado por las nanopartículas y el calcio en solución, se han hecho 
pruebas de eficacia y toxicidad de la Mitomicina. Estos ensayos indican que la concentración 
óptima de Mitomicina es de 5μg/mL. Los resultados del proyecto confirman la eficiencia del 
calcio para acelerar la migración celular pero sobretodo muestran que los porcentajes de 
cierre de las heridas son más importantes con las nanopartículas G5. La concentración 
preferida de partículas G5 es de 3,5mM en el medio de cultivo de las células in vitro para tener 
el mejor porcentaje de cierre de las heridas (67%), es decir la migración más eficaz de los 
fibroblastos. Así, podemos concluir en la utilidad de estas partículas para una aplicación futura 
que ayudará a la cicatrización de heridas cutáneas. 
Por otra parte, es este proyecto hemos investigado cómo el calcio influye en la migración de 
los fibroblastos. Sabemos que la entrada del calcio en las células se hace por canales de la 
membrana celular. Hemos probado cuatro inhibidores diferentes que bloquean estos canales 
de calcio con cuatro concentraciones diferentes en los medios de cultivos (10-6, 10-7, 10-8 y      
10-9M): la Nifedipine, la Amlodipine, el Verapamil y el Diltiazem. Los resultados más claros se 
encuentran utilizando el Verapamil y el Diltiazem con la cual la migración celular decrece. 
Sobre el efecto de la Nifedipine y de la Amlodipine, no se puede concluir nada ya que el 
vehículo en el que se disuelven los inhibidores (DMSO y Etanol) también afecta la migración 
celular. Para estos, se tendrán que repetir los experimentos utilizando concentraciones más 
altas de los inhibidores. Estos resultados sugieren que los canales de calcio están involucrados 
en la migración celular estimulada por la nanopartículas.  
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GLOSARIO 
G5 Nombre de las partículas liberadoras de calcio 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 
IBEC Institute for Bioengineering of Catalonia 
UV Ultravioleta 
MEC Matriz Extracelular 
Na02 Dióxido de sodio 
P205 Pentaóxido de difósforo 
CaO Monóxido de calcio 
TiO2 Dióxido de titanio 
H2O Monóxido de hidrogeno (agua) 
CaH2 Hidróxido de calcio 
M Unidad molar (mol/L) 
NH3 Amoniaco 
rpm Revolutions per minute 
SEM Scanning Electron Microscopy o Microscopia electrónica de barrido 
FBS Fetal Bovine Serum o Suero Bovino Fetal 
N2 Dinitrógeno 
DMSO Dimethylsulfoxide o dimetil sulfóxido 
PBS Phosphate Buffered Saline o Tampón fosfato salino 
HCl Ácido clorhídrico 
CaCl2 Cloruro de calcio 
AMP Adenosine Monophosphate 
N Nifedipine 
A Amlodipine 
V Verapamil 
D Diltiazem 
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INTRODUCCION 
 
El calcio es el mineral más abundante en el organismo y representa aproximadamente 1,5 a 
2% del peso corporal. La mayoría (99%) del calcio se encuentra en los huesos y los dientes 
pero el uno por ciento restante está distribuido entre la sangre, los líquidos intersticiales y las 
células musculares. [1] 
Durante los últimos 50 años, el calcio ha sido muy utilizado en la medicina por su importancia 
en el organismo. Diversos estudios se han centrado en sobre el contenido y la liberación de 
calcio en los huesos, el control de la calcemia y los requerimientos de calcio en función de la 
edad del paciente y según diferentes condiciones de patología. [2] Existen muchas 
investigaciones sobre la osteoporosis y un tratamiento con calcio para curarla. La osteoporosis 
es una enfermedad del esqueleto caracterizada por una masa ósea débil y una deterioración 
de la arquitectura del tejido óseo. Es responsable de la fragilidad del hueso y provoca un 
aumento de los riesgos de fractura. [3] Es cierto que un aumento de la cantidad de calcio en 
el organismo o en particular en el hueso ayuda a la reconstrucción de la masa ósea. Por eso, 
existe una multitud de tratamientos diferentes con calcio, y los investigadores siguen 
buscando mejoras.  
Pocos estudios se han publicado  sobre la presencia y la función del calcio en los tejidos 
blandos como la piel. Sin embargo, el calcio es muy importante para la proliferación de las 
células en la epidermis de los mamíferos. En efecto, el calcio es un elemento determinante en 
la diferenciación y la maduración funcional de los fibroblastos.  Sobre todo, se ha demostrado 
que el contenido de calcio sube bruscamente cuando se produce una herida, es decir durante 
la primera fase de proliferación de los fibroblastos, y baja progresivamente hasta la 
normalidad durante la fase de remodelación. [2] Estos resultados nos demuestran que el 
calcio interviene en el proceso de cicatrización y nos llevan a pensar que ayuda en la curación 
de las heridas.  
Estudios en el grupo Biomateriales para Terapias Regenerativas del IBEC han demostrado que 
el calcio extracelular estimula los procesos celulares en relación con la curación de las heridas. 
Los procesos en los cuales actúa el calcio son la proliferación de las células, la migración y la 
producción de la matriz extracelular. Tomando en cuenta estos resultados, desarrollaremos 
partículas que liberaran calcio con diferentes concentraciones. Después de realizar diferentes 
ensayos para saber el efecto biológico de las partículas, podemos suponer la fabricación de 
un apósito para curar las heridas de la piel o la integración de estas en andamios (scaffolds).  
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Los resultados obtenidos podrían utilizarse para los diversos problemas que ocurren en la 
cicatrización de heridas de los pacientes. En particular, hay enfermedades que favorecen 
infecciones durante el proceso de cicatrización como la diabetes. Según la OMS (Organización 
Mundial de la Salud), en 2014, el 9% de la población mundial era diabética [4] y la mayoría de 
estas personas tenían problemas para cicatrizar rápidamente y sin infecciones. Para estos 
pacientes, más que los otros, tener un producto capaz de ayudar a la curación sería muy útil y 
marcaría una evolución importante en la medicina cotidiana.  
En este Proyecto, estudiamos el efecto del calcio sobre el cierre de heridas de células 
(fibroblastos) en cultivo. El objetivo principal es encontrar la concentración adecuada de calcio 
que debemos añadir a las células para tener un rendimiento óptimo. Para este propósito, 
vamos a fabricar nanopartículas llamadas G5 que liberan calcio. Las nanopartículas son muy 
utilizadas en el dominio de la medicina para la vectorización de los medicamentos es decir la 
liberación dirigida del activo en el cuerpo. Entre todas sus aplicaciones, las nanopartículas 
pueden ayudar para diagnosticar, buscar tratamientos y para la regeneración de los tejidos. 
En la medicina regenerativa, la idea es utilizar las nanopartículas como apoyo para la 
reconstrucción de los tejidos o incluso reemplazar el tejido. [5] En este proyecto, las 
nanopartículas se usan para liberar calcio en las heridas y así ayudar a la curación de la piel.  
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1. TEORίA y CONTEXTO  
1.1 La piel  
La piel es el órgano más grande del cuerpo humano y representa el 16% de su peso total. 
Compuesta de diferentes capas de tejido, forma una barrera de protección del organismo 
contra el entorno exterior pero asegura también otras funciones vitales. 
1.1.1 Composición  
 
Figura 1 : Las capas de la piel [6] 
Entre los órganos del cuerpo más conocidos como el corazón, los pulmones, el estómago… 
tenemos tendencia a olvidar el más extendido: la piel. En efecto, la piel ocupa una superficie 
muy importante de 2m² y está compuesta de tres capas:  
- La epidermis: es la capa más fina donde se encuentra principalmente 
queratinocitos (90 a 95%) pero también células llamadas melanocitos responsables 
del color de la piel según la cantidad. En esta capa, hay muchas células y la parte 
extracelular esta reducida al cemento intercelular.  
- La dermis: es 25 veces más gruesa que la epidermis pero con muchas menos células 
y una matriz extracelular extendida. Se compone mayoritariamente de los 
fibroblastos, vasos sanguíneos y depósitos de agua. La dermis tiene pequeños 
vasos sanguíneos que traen los nutrientes que la piel necesita para asegurar sus 
funciones. Se compone también de fibras de colágenos, elastina y fibras 
musculares.  
- La hipodermis: la capa más profunda y más gruesa (hasta 3cm en el abdomen) 
donde están las células adiposas, los vasos sanguíneos y los nervios. [7] 
La zona de unión entre la epidermis y la dermis se compone de la matriz extracelular secretada 
por células presentes en estas dos capas. [8] 
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1.1.2 Funciones 
La primera función de la piel es hacer de barrera entre nuestro organismo y el entorno 
exterior. Regula los intercambios de substancia entre el exterior y el cuerpo. La piel es también 
un regulador de temperatura, un órgano inmunitario que detecta y lucha contra las 
infecciones, un órgano sensorial para el daño, el calor, el tacto u otros estímulos mecánicos 
en toda parte del cuerpo. [9] 
En definitiva, es un órgano complejo e indispensable con muchas funciones en el cuerpo como 
mantener la integridad del cuerpo, proteger de las agresiones externas o absorber y excretar 
líquidos. [10] 
1.1.3 Células de la piel 
En la piel, se encuentran diferentes células. Los queratinocitos están ordenados en cinco capas 
en la epidermis. Son células columnarias en la capa más interna y se aplanan hacia el exterior. 
Se mueren en la capa externa y se regeneran cada dos semanas aproximadamente. Los 
melanocitos se encentran también en la epidermis y están muy especializados en la 
producción de un pigmento llamado melanina responsable del color de la piel y protector de 
la radiación UV.  Las células de Merkel y las células de Langerhans están también presentes en 
la epidermis. Las células de Langerhans se derivan de la médula ósea y detectan antígenos que 
han infiltrado la epidermis para capturarlos y entregarlos a los ganglios linfáticos de la dermis 
donde se producirá la neutralización de estos cuerpos extraños. Las células de Merkel están 
implicadas en la percepción del sentido del tacto. Las células musculares y nerviosas están en 
la dermis. [11] 
Los fibroblastos son el tipo de célula principal en la dermis y producen las fibras de colágeno 
y elastina. En este proyecto, estudiaremos el efecto del calcio en los fibroblastos. 
1.1.4 Fibroblastos  
La dermis es una red en suspensión en un gel compuesto de glicoproteínas donde se 
entrecruzan fibras de colágeno y elastina que da a la piel su elasticidad y su resistencia. Las 
células arquitectas de la dermis son los fibroblastos porque son ellos los que fabrican las fibras 
y las moléculas indispensables. [12] 
Los fibroblastos son las células principales de la dermis y son muy importantes para la 
resistencia y la elasticidad de la piel. En efecto, los fibroblastos fabrican el colágeno y las fibras 
elásticas de la piel pero sintetizan también la substancia fundamental de la matriz extracelular. 
Esta substancia está compuesta de ácido hidráulico y de proteínas. Este gel se pone entre las 
fibras y las células y así da a la piel su aspecto flexible. [13] 
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Los fibroblastos están implicados en numerosos mecanismos y participan principalmente en 
el proceso de reparación de la piel: la cicatrización.  
Los fibroblastos tienen un aspecto fusiforme y un abundante citoplasma basófilo. Tienen una 
organización ultra estructural y sintetizan las moléculas precursoras del colágeno, elastina, 
proteoglicanos y glicoproteínas de la MEC. Presentan un desarrollado citoesqueleto de 
microtúbulos y de microfilamentos de actina implicados en los procesos de movilidad celular. 
Esta propiedad es importante en la cicatrización de heridas, ya que los fibroblastos tienen la 
capacidad de migrar hacia la zona lesionada, proliferar y producir los componentes de la 
matriz extracelular. [14] 
 
Figura 2: fibroblastos en cultivo (x400) 
1.1.5 El calcio en el cuerpo humano 
El calcio es el metal más abundante en el cuerpo humano. Se presenta en diferentes formas 
con un 99% en los tejidos mineralizados (hueso, dientes) y lo que queda distribuido en los 
tejidos blandos del organismo como la piel. [2] 
Cuando tenemos una herida, los factores de coagulación en la sangre actúan rápidamente 
para parar la hemorragia. En ese momento, el calcio tiene un papel muy importante 
transformando  las enzimas necesarias en catalizadores para la coagulación.  [15]  
La respuesta de las células para la curación de las heridas de la piel depende del cambio que 
se produce en la cantidad de calcio extracelular. En efecto, [16] el calcio tiene un papel 
determinante en la diferenciación y la maturación de los fibroblastos. En este proyecto, vamos 
a intentar saber cómo actúa el calcio sobre los fibroblastos y si ayuda a la curación de las 
heridas de la piel.  
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1.2 Heridas y cicatrización  
Por definición, una herida es una separación de la continuidad normal de la piel producida por 
algún agente físico o químico, que cursa con una serie de signos y síntomas, tales como 
separación de bordes de la piel, dolor, inflamación, hemorragia... etc. Aunque su primera 
función es proteger contra el medio ambiente, las heridas de la piel son las aperturas a un 
mundo peligroso para nuestro organismo. En efecto, una vez la capa de la piel está abierta, 
empiezan muchos procesos para cerrarla: es la cicatrización. [10] 
1.2.1 Mecanismo de cicatrización  
El cierre de la piel corresponde a un mecanismo complejo llamado cicatrización. Este proceso 
tiene como finalidad la restauración de la piel a través de la formación de un nuevo tejido: la 
cicatriz. Durante este proceso, actúan muchas proteínas, células y enzimas. De manera 
general, la cicatrización se lleva a cabo en tres fases distintas:  
1. La respuesta inflamatoria (día 1 a 5): Es la migración de las células basales de la piel 
formando una costra en la superficie para parar la salida de líquidos y evitar invasión 
bacteriana. Los leucocitos y  los fibroblastos del tejido conjuntivo más profundo empiezan la 
reconstrucción. 
2. Migración / Proliferación (día 5 a 14): Los fibroblastos (células germinales del tejido fibroso) 
migran y proliferan en la zona dañada de la piel. Con enzimas de la sangre y células del tejido,  
forman colágeno y sustancia fundamental (fibrina, fibronectina) que permite la adhesión de 
los fibroblastos al sustrato.  
3. Maduración/Remodelación (día 14 y más): No hay una transición distinta entre la fase 
precedente y esta, la cicatrización empieza muy rápidamente para disminuir progresivamente. 
[17] 
 
Figura 3: Las diferentes fases del mecanismo de cicatrización  [13] 
Este mecanismo corresponde a la cicatrización de primera intención, es decir que se hace 
espontáneamente.  
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La reparación empieza 24 horas después de la lesión con la migración de los fibroblastos  y la 
proliferación de las células endoteliales. Así después de 3-5 días, con el depósito del tejido 
conjuntivo, los vasos sanguíneos y los leucocitos, aparece el tejido de granulación de color 
rosado. Su aspecto es debido a la proliferación de los fibroblastos, la formación de nuevos 
capilares (angiogénesis) con la presencia de células inflamatorias principalmente macrófagos. 
En este tejido de granulación se acumulan progresivamente los fibroblastos depositando 
colágeno para formar la cicatriz. [18] 
 
Figura 4: etapas del mecanismo de cicatrización [14] 
Sin embargo, en el proceso de cicatrización pueden encontrarse muchas complicaciones: 
infecciones y separaciones de las heridas son las dos más comunes. Además, existen 
enfermedades que acentúan las complicaciones de cicatrización. La más conocida: la diabetes.  
En efecto, el aumento de glicemia en el cuerpo conduce a una sensibilidad elevada a las 
infecciones. Pero sobretodo, hace ir más despacio la cicatrización.  [19] 
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1.2.2 Tipos de Heridas 
Una herida es una lesión que se produce en el cuerpo humano. Puede ser producida por 
múltiples razones, aunque generalmente es debido a golpes o desgarres en la piel. 
Dependiendo de su gravedad, es necesaria asistencia médica. [20] 
Existen diferentes tipos de heridas que podemos clasificar según su aspecto o su mecanismo 
de acción es decir cómo o con que se ha producido. [21] 
La herida cortante o incisa presenta bordes lineales y netos. Esta producida por objetos 
afilados (cuchillo, vidrios, latas…) mediante un impacto violento en la piel. La hemorragia es 
más o menos abundante según la ubicación y la profundidad. 
La herida que podemos considerar como la más peligrosa es la punzante porque puede ser 
muy profunda e implica a menudos importantes infecciones. Esta producida por objetos 
puntiagudos (clavos, agujas…) y presenta un tamaño muy pequeño en comparación a la 
profundidad y al riesgo de complicación.  
Las heridas contusas están producidas por objetos duros (piedras, golpes de puño, palos…). 
Implican dolor y hematoma ocasionando lesiones en los tejidos blandos.  
Un impacto violento de un objeto consistente con la piel produce una herida contuso-cortante 
con bordes muy irregulares y un sangrado importante en tejidos internos de la piel.  
La laceración es una herida con bordes irregulares producida mediante un impacto violento 
de un objeto de bordes dentados sobre la piel estirada. El proceso de curación es más lento y 
requiere puntos de sutura para igualar los bordes y cicatrizar.  
Si hay una fricción o un rozamiento de la piel con un objeto duro, se pierde la capa más 
superficial de la piel (epidermis) y da lugar a una herida llamada abrasión, raspadura o 
excoriación. Este tipo deja un gran espacio de carne al aire libre lo que favorece las infecciones.  
Los desgarros o avulsiones son heridas en las cuales se separa y se rasga el tejido. Es muy serio 
y hay una extirpación de un segmento corporal. [22] 
Las heridas pueden ser abiertas, cuando se observa la separación de los tejidos o cerradas, si 
el daño se ha producido por golpe, acumulando la hemorragia por debajo de la piel. Una 
herida se considera simple si afecta solo a la piel y complicada cuando se ocasiona daños en 
los músculos, los tendones, los nervios, los vasos sanguíneos u otros órganos internos del 
cuerpo humano. [23] 
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1.2.3 Tratamiento de una herida 
1.2.1.1 La sutura 
Como existen diferentes tipos de heridas, existen diferentes estrategias para ayudar a la 
curación de estas. Como hemos visto, la curación de las heridas necesita de la cicatrización del 
tejido. El tratamiento básico consiste en afrontar por planos los bordes y mantenerlos en 
contacto el tiempo suficiente para asegurar el cierre de la lesión. El organismo auto-actúa 
poniendo en marcha el fenómeno de cicatrización. Para las heridas poco graves, la 
cicatrización se hace por primera intención como está explicado más arriba. Sin embargo, se 
puede producir por segunda intención lo que implica una intervención clínica. La cicatriz 
resultante es más visible debido a la sutura. La sutura permite eliminar los espacios muertos 
entre los bordes de la herida y así ayuda el cierre. [23] Existen diferentes tipos de sutura:  
- por encolado con el adhesivo cyanoacrylate para las heridas de pequeño tamaño y 
profundidad. 
- por grapas de acero inoxidable. 
- por hilos de polímeros clásicos o reabsorbibles para las heridas más serias. 
1.2.1.2 Apósitos que activan la curación 
Los apósitos permiten aislar, proteger la herida y optimizar el proceso de cicatrización. Los 
apósitos pasivos son los apósitos clásicos que sirven solo para proteger la herida sin actuar en 
el proceso de cicatrización. Los apósitos interactivos mantienen un ambiente fisiológico 
húmedo en la herida para estimular el mecanismo de curación. 
En las heridas donde se necesita reconstruir los tejidos, el tratamiento húmedo es un 
procedimiento estándar gracias a apósitos bioactivos. Creando un entorno húmedo aplicando 
el apósito en la herida, se observa una curación más rápida. Los dos apósitos más utilizados 
hoy en día son la tecnología hidrocoloide y la tecnología hidrogel. En los hidrocoloides, unas 
partículas absorbentes introducidas en un elastómero autoadhesivo actúan como capa 
protectora sobre la herida frente al entorno exterior. Los apósitos activos hidrocoloides 
forman un gel atrapando las secreciones de la herida que es beneficioso para la regeneración 
celular. En la tecnología hidrogel, los apósitos se componen de polímeros de poliuretano 
absorbentes con un alto porcentaje de agua. Así, se transmite humedad de forma continuada 
a la herida mientras que se crea un gel absorbiendo las secreciones.  
Los alginatos están formados por un polisacárido natural derivado de la sal de calcio del ácido 
alginico (proveniente de las algas marinas) y están compuesto de iones de sodio y de calcio en 
distintas proporciones. El contacto entre la herida y este apósito da lugar a un intercambio, el 
alginato absorbe iones de sodio producidos por las secreciones de las heridas en las cuales se 
liberan los iones de calcio del apósito. Se forma un gel que aísla la piel dañada en un medio 
con calcio, lo que favorece la curación. [24] 
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Estos apósitos no se adhieren a la herida, se pueden retirar sin dañar el tejido pero aceleran 
la cicatrización. [25] 
En este proyecto, la idea es utilizar el calcio directamente sobre las células para acelerar el 
proceso de cicatrización. En efecto, no es solo poner un apósito para ayudar a la curación sino 
realmente curar la herida mediante una liberación de calcio. 
 
1.3 Nanopartículas  
Actualmente, el desarrollo científico está enfocado sobre la nanotecnología y sus aplicaciones 
diversas. Los nanomateriales son una nueva clase de materiales con al menos una de sus 
dimensiones ente 1 y 100nm. [26] 
Las propiedades de las nanopartículas dependen de su tamaño, su forma, sus características 
de superficie, su estructura interna y su composición. En estado líquido, las nanopartículas 
manufacturadas, como vamos a fabricar durante este proyecto, se forman principalmente a 
partir de reacciones químicas controladas. En la medicina, las nanopartículas son el sujeto de 
muchas búsquedas para una liberación dirigida en las células cancerosas. También, los 
nanomateriales se emplean en la mejora del diseño de fármacos y su administración dirigida. 
[27] 
Las nanopartículas pueden imitar o modificar procesos biológicos y pueden solucionar viejos 
problemas de los medicamentos de uso tradicional como la solubilidad o la biocompatibilidad. 
Normalmente, el fármaco de interés es disuelto, encapsulado, adsorbido o adherido dentro o 
sobre las nanopartículas. Las nanopartículas se dividen en dos categorías: las nanocapsulas 
donde el fármaco es confinado en una cavidad rodeado por una membrana polimérica y las 
nanoesferas donde el fármaco es sólido y uniformemente dispersado en el material.  
Nos interesamos en las nanopartículas para la liberación dirigida de una sustancia que suele 
ser un fármaco. La velocidad de liberación depende de la solubilidad y de la difusividad del 
fármaco, pero también de la capacidad de la partícula para hinchar su matriz por absorción de 
agua o del penetrante previsto. Para las nanoesferas, la liberación se produce por difusión a 
través de la matriz degradable o por degradación de la matriz. [28] 
En nuestro caso, la liberación se hace en estado líquido porque vamos a disolver las partículas 
en el medio de cultivo de los fibroblastos para que se libere calcio.  
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2. METODOS ESPERIMENTALES 
 2.1 Preparación de las partículas G5 
Las partículas G5 se componen de NaO2, P2O5, CaO y TiO2. La reacción final para obtener las 
partículas se hace gracias al agua. Así, tenemos que preparar los diferentes precursores que 
las componen sin H2O, ni humedad. Para los precursores de Titanio y de Fosforo, realizamos 
una destilación de etanol para asegurar su pureza. Ponemos a calentar un balón lleno de 
etanol para destilarlo a una temperatura superior a su temperatura de fusión (78,3°C) con 
hidróxido de calcio (CaH2). Después de la condensación, el etanol es más puro pero queda 
agua a eliminar, entonces se ponen esferas que absorben la humedad en el etanol destillado 
en la estufa a 120°C. Así, obtenemos un etanol con 0% de humedad.  
2.1.1 Fabricación de los precursores 
2.2.1.1 Precursor de sodio (Na)  
El precursor de Sodio resulta de una reacción entre el sodio metal con 2-Metoxyethanol. Antes 
de todo, hay que pesar 2,260g de sodio metal. Este componente esta conservado en Hexano. 
En un balón sobre Argón, ponemos el sodio y añadimos 40mL de metoxyethanol. La reacción 
es muy exotérmica, por eso pondremos el balón en un baño de hielo y  el reactivo se 
introducirá muy lentamente con una jeringuilla. Una vez está la disolución hecha, 
conservamos el precursor de sodio Na2O de una concentración de 2M en un matraz aforado 
en la nevera.  
2.2.1.2 Precursor de calcio (Ca) 
El precursor de calcio se hace con el mismo protocolo que el de sodio. Pesamos 10,169g de 
Calcio metal que mezclamos con 250mL de 2-metoxyethanol para obtener el precursor de 
calcio CaO de una concentración de 1M.  
2.2.1.3 Precursor de titanio (Ti) 
Con el mismo protocolo, fabricamos el precursor de titanio y obtenemos una solución de TiO2 
de concentración 1M. 
2.2.1.4 Precursor de Fosforo (P) 
Pesamos una masa de 18,25g de fosforo sobre vacío gracias a una globebox. Disolvemos el 
sólido en 100mL de etanol destillado para obtener el precursor de fosforo P2O5 de 
concentración 2M.  
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2.1.2 Reacción para fabricar las partículas 
En un balón, mezclamos 3,21mL de Na2O, 7,54mL de CaO y 0,52mL de TiO2. El precursor de 
fosforo es el último que se añade porque es muy reactivo. Introducimos 8,73mL de P2O5 con 
una jeringuilla y una velocidad de 4mL/hora. Preparamos una solución compuesta de 53,11μL 
de NH3, 1,97mL de EtOH y 2,98mL de H2O. A esos 20mL, se añade 1,93mL de la solución 
preparada y por fin, 380mL de dioxano destilado. Dejamos reaccionar durante 4 días a una 
temperatura de 70°C aproximadamente.  
2.1.3 Condicionamiento de las partículas 
Después de cuatro días de reacción, ponemos en ocho tubos la solución viscosa. 
Centrifugamos los tubos a una velocidad de 3000 rpm durante tres minutos. Tiramos el líquido 
y disolvemos las partículas en etanol absoluto gracias al vortex. Transvasamos las partículas 
en cuatro tubos y hacemos de nuevo este procedimiento para, pasarlas en dos tubos y 
finalmente en uno. Durante dos horas, conservamos el tubo en la estufa a 90°C. Obtenemos 
un sólido que tenemos que triturar para obtener el polvo de G5 que vamos a utilizar en los 
diferentes ensayos con las células. El recipiente conteniendo el polvo de las partículas se 
conserva en vacío.  
2.1.4 Composición de las partículas  
Para asegurarnos de la composición de nuestras partículas, las observamos utilizando el 
Scanning Electronic Microscope (SEM). Los resultados se encuentran en las tablas 1 y 2. 
Elem     Wt %  Mol % K-Ratio    Z       A       F 
----------------------------------------------------------
---   
 Na2O    2.67   4.17  0.0066  0.9723  0.3392  1.0025 
 P2O5   66.99  45.65  0.2392  0.9602  0.8481  1.0046 
  CaO   26.18  45.15  0.1686  0.9673  0.9290  1.0027 
 TiO2    4.16   5.04  0.0201  0.8834  0.9125  1.0000 
Total  100.00 100.00      
Element  Net Inte.  Backgrd  Inte. Error  P/B  
-------------------------------------------------   
 NaK      12.66       2.79      8.41      4.53    
 P K     396.86       8.19      1.28     48.43    
 CaK     192.87       4.47      1.84     43.15    
 TiK      18.44       3.35      6.78      5.50    
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Elem     Wt %  Mol % K-Ratio    Z       A       F 
----------------------------------------------------------
---   
 Na2O    2.75   4.36  0.0068  0.9718  0.3416  1.0025 
 P2O5   68.81  47.58  0.2460  0.9595  0.8499  1.0044 
  CaO   25.16  44.04  0.1615  0.9667  0.9271  1.0021 
 TiO2    3.27   4.02  0.0158  0.8828  0.9136  1.0000 
Total  100.00 100.00      
Element  Net Inte.  Backgrd  Inte. Error  P/B  
-------------------------------------------------   
 NaK      13.21       3.10      5.00      4.26    
 P K     410.64       8.05      0.75     51.04    
 CaK     185.94       5.33      1.13     34.91    
 TiK      14.58       4.76      5.05      3.06    
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Elem     Wt %  Mol % K-Ratio    Z       A       F 
-------------------------------------------------------------   
 Na2O    2.67   4.17  0.0066  0.9723  0.3392  1.0025 
 P2O5   66.99  45.65  0.2392  0.9602  0.8481  1.0046 
  CaO   26.18  45.15  0.1686  0.9673  0.9290  1.0027 
 TiO2    4.16   5.04  0.0201  0.8834  0.9125  1.0000 
Total  100.00 100.00      
Element  Net Inte.  Backgrd  Inte. Error  P/B  
-------------------------------------------------   
 NaK      12.66       2.79      8.41      4.53    
 P K     396.86       8.19      1.28     48.43    
 CaK     192.87       4.47      1.84     43.15    
 TiK      18.44       3.35      6.78      5.50    
c:\edax32\genesis\genspc.spc    
Label :RPK008     
Current Time  : 16:13:39   Date : 30-Oct-2015 
       
kV: 20.01  Tilt: 0.00  Take-off: 34.27  AmpT: 102.4 
Det Type:SUTW, Sapphire   Res: 131.03  Lsec: 16 
 
Tabla 1 : Resultados del SEM en tres pruebas de G5 
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Elem     Wt %  Mol % K-Ratio    Z       A       F 
-----------------------------------------------------------
--   
 Na2O    2.82   4.39  0.0069  0.9723  0.3393  1.0025 
 P2O5   66.85  45.45  0.2385  0.9601  0.8476  1.0046 
  CaO   26.38  45.40  0.1699  0.9672  0.9290  1.0025 
 TiO2    3.95   4.76  0.0191  0.8833  0.9120  1.0000 
Total  100.00 100.00     
       
Element  Net Inte.  Backgrd  Inte. Error  P/B  
-------------------------------------------------   
 NaK      13.10       2.40      7.92      5.45    
 P K     388.25       7.21      1.27     53.82    
 CaK     190.67       4.75      1.82     40.15    
 TiK      17.13       3.79      7.11      4.52    
       
c:\edax32\genesis\genspc.spc    
Label :RPK008     
Current Time  : 16:16:42   Date : 30-Oct-2015 
       
kV: 20.01  Tilt: 0.00  Take-off: 34.24  AmpT: 102.4 
Det Type:SUTW, Sapphire   Res: 131.03  Lsec: 16 
Tabla 2 : La media de los tres resultados del SEM  
La teoría nos dice que la composición de las partículas G5 es: 44,5% de CaO y P2O5, 6% TiO2 y 
5% Na2O. Mirando la tabla 2, podemos ver que obtenemos una composición muy parecida a 
la teórica. Así, podemos confirmar que las partículas son adecuadas y podemos utilizarlas para 
los ensayos.  
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2.2 Cultivo celular 
2.2.1 Células  
En este proyecto, utilizamos fibroblastos de rata. Desde el punto de vista de la evolución 
celular y del desarrollo de los tejidos del cuerpo, las ratas son muy parecidos a los humanos. 
[29]  Así, las investigaciones sobre las células de ratones serán aplicables a las de los humanos.  
Las células se cultivan en medio de cultivo DMEM de esta composición:  
- 88% de DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) 
- 10% de FBS (Suero Bovino Fetal) 
- 1% L-Glutamina: uno de los 20 aminoácidos empleados en la composición de 
proteínas y en el código genético. [30]   
- 1% Penicilina / Estreptomicina (P/E): dos antibióticos para prevenir la 
contaminación microbiana durante el cultivo celular. 
 
2.2.2 Procedimiento de los cultivos 
2.2.2.1 Descongelación 
Las células están conservadas en el nitrógeno líquido (N2) a una temperatura de -196°C. 
Cuando queremos utilizarlas, hay que descongelarlas. Cogemos un criotubo y lo ponemos en 
una caja llena de nieve carbónica para traerlo a la sala de cultivos. Agitando el criotubo en un 
baño a 37°C, las células se descongelan. Así, tenemos 1mL de suspensión celular que pasamos 
en un flascon donde habíamos puesto 9mL de medio DMEM. Después de 24 horas a 37°C en 
la incubadora, hay que cambiar el medio de las células  para quitar el DMSO presente en el 
medio de congelación. En efecto, el DMSO es toxico para las células a temperatura ambiente 
pero permite conservarlas en el nitrógeno líquido. Una vez puesto el medio nuevo, ponemos 
otra vez el flascon en la incubadora. Dejamos las células en el incubadora hasta tener un 
número suficiente, es decir hasta que las células proliferen en toda la superficie del flascon.  
Cuando las células ocupan toda la superficie, están en confluencia. 
2.2.2.2 Tripsinización celular  
La tripsina es una enzima producida en el páncreas. Esta enzima ataca las uniones especificas 
entre aminoácidos digiriendo la cubierta extracelular, así permite el despegado de las células 
entre ellas y del plástico.  
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Después un lavado con PBS, añadimos 5mL de tripsina en el flascon para realizar la 
tripsinización que es una digestión enzimática. Durante cinco minutos, dejamos la tripsina 
actuar y obtenemos las células despegadas de la superficie del flascon con una forma 
redondeada y se mueven cuando agitamos suavemente el flascon. Después de cada 
tripsinización, subimos el número de pase de cada uno. Pasamos las células en un tubo con 
5mL de medio DMEM más y centrifugamos durante cinco minutos con una velocidad de 
1000rpm. Una vez centrifugadas, las células se presentan en una forma de pellet (gránulo) al 
fondo del tubo. Tiramos el líquido y añadimos un volumen (por ejemplo 2 o 5 mL) al pellet 
para contar las células antes de expandirlas en otro flascon o en placas.  
2.2.2.3 Recuento celular  
Después de tripsinizar se obtiene la suspensión celular y contamos el número de células con 
la cámara de Neubauer y el cubreobjeto. Transferimos 10µl de la suspensión al espacio entre 
la cámara y el cubreobjeto. 
Con el objetivo de 10x del microscopio, se cuentan los cuatro cuadrantes de la cámara 
(aparecen en el dibujo marcados con una L, cada cuadrante tiene 16 cuadrados para contar). 
 
Figura 5 : Camera de Neubauer 
 Solamente se cuentan las células vivas con un tamaño y forma dentro de lo normal. 
Las vivas brillan y las muertas no. 
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Los cálculos: 
 
 
           h = 0.1 mm 
 
              Sección de cubreobjeto 
        1 mm 
          L 
            1 mm 
c= concentración celular (nº de células promedio/ml) 
n= nº de células promedio = media aritmética del nº de células contadas en los 4L 
v= volumen (ml) 
 
 
Volumen= 0.1mm altura x 1mm2= 0.1mm3 
1L = 1 dmm3 = 106 mm3 
1𝐿
1𝑑𝑚3
×
1𝑑𝑚3
106𝑚𝑚3
×
103𝑚𝐿
1𝐿
× 0,1𝑚𝑚3 = 10−4𝑚𝐿 
   c= n/v = n/10-4 = n  x (1/10-4) = n x 104 
 
c = nx104 células/ml 
Para conocer cuántas células tenemos en total, multiplico la c por el Volumen total: 
Nº total de células = cxVtotal 
 
 
 
c=n/v 
PFC ETSEIB/IBEC -  Camille Marc  
 “Efecto del Calcio liberado por nanopartículas en la curación de las heridas de la piel “ 
 
 
 
21 
 
 
 
2.2.2.4 Congelación celular 
El medio de congelación se compone de 10 %de DMSO estéril y 90% de FBS. Se utiliza 1mL de 
medio de congelación en cada criotubo. Una vez las células tripsinizadas y el recuento celular 
hecho, decantamos y re-suspendemos las células en el medio de congelación. Rotulamos los 
criotubos, con el tipo de célula, la concentración (normalmente de medio millón a un millón 
por mililitro), el número de pases, la fecha y el nombre. Llevamos las células lo más 
rápidamente posible al congelador de -80ºC. Al día siguiente, los criotubos se traspasan al N2 
líquido (-196ºC).  
Nota: El DMSO estéril (Dimethyl sulfoxide, Hybri-Max, sterile-filtered, hybridoma tested, Cat 
nºD2650, Ubicación 8B S-1, JP62. Conservación RT) es un producto citotóxico, que 
siempre se trabaja en frío. Se usa como sustitutivo del agua intracelular, para evitar que 
ésta durante el proceso de congelación y descongelación cristalice y dañe la célula. 
FBS, Foetal Bovine Serum, ref.10270-106, Invitrogen, JP-216. Conservación -20ºC, en 
alícuotas de 50ml. Una vez descongelado conservar a 4ºC. 
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2.3 Ensayos  
2.3.1 Test de toxicidad de la Mitomicina 
Para estudiar el efecto del calcio en la curación de las heridas de la piel, utilizamos células 
(fibroblastos) en cultivo. Cuando las células están en confluencia, hacemos una herida y 
observamos cómo se cierra. Por eso, queremos observar la migración de los fibroblastos y no 
la proliferación de las células. Entonces, nuestro propósito es que las células no proliferen sino 
que se muevan para cerrar la herida. Por eso, utilizamos un inhibidor llamado Mitomicina que 
evita que las células proliferen bloqueándolas. Tenemos que hacer un test para optimizar el 
protocolo y saber la mejor concentración de Mitomicina a añadir a las células para que no sea 
tóxico y efectivamente inhiba la proliferación.  
Hemos descongelado células de pase 4. Están en confluencia en un medio DMEM sin Ca2+ y 
no en el medio normalmente utilizado que tiene 2,8mM de calcio. Nos interesa estudiar el 
efecto del calcio y es importante poner las células en un medio sin calcio porque así vemos la 
reacción al tiempo cero del calcio con las células desde la introducción de las partículas.  
Contamos las células y obtenemos 82.104 células. Congelamos la mitad y la otra mitad, la 
repartimos en una placa de 12 pocillos. Ponemos 1 mL en cada pocillo con aproximadamente 
40.000 células. El día siguiente, introducimos diferentes concentraciones de Mitomicina: 1, 5 
y 10 μg/mL disueltas en medio de cultivo. 
 
Figura 6: Placa de 12 pocillos con las condiciones para el test de toxicidad de la Mitomicina (0, 1,5 ,10 μg/mL) 
Después de 24 horas con las diferentes concentraciones, tripssinizamos las celus y las 
cuantificamos usando el método descripto anteriormente. 
Todos los ensayos se han realizado utilizando fibroblastos de pases entre 4 y 6, a una 
densidad de 40.000 celulas por pocillo en 12 well plates.  
μg/mL 
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2.3.2 Scratch Wound Assay 
El scratch wound assay es sencillo y comúnmente utilizado para medir la migración de las 
células. El concepto es hacer una herida con una punta de pipeta en las células en confluencia 
y observa las migraciones de estas para cerrar el espacio vacío.  
Después de un día (o dos) de proliferación de los fibroblastos en placas, utilizamos una pipeta 
de 10-200μL para hacer una recta en el fondo de la placa. Así, creamos una línea sin células al 
medio del pocillo lleno de células en confluencia. Después de un lavado con PBS para quitar 
las células muertas, introducimos las diferentes soluciones de medio con Mitomicina.  
Una vez la herida hecha, hacemos fotos con un microscopio óptico  (Nikon Eclipse TE200 
conectado con una cámara al ordenador: figura 8) de cada pocillo en el tiempo cero. 
Reproducimos las fotos a las seis horas y finalmente a las 24 horas. Así, medimos la evolución 
de migración de los fibroblastos.  
Gracias al software ImageJ, medimos el área de la herida a las diferentes horas y realizando 
cálculos de porcentajes, obtenemos el cierre de la herida en función del tiempo. [31] 
 
 
Figura 7: Placa de 12 pocillos con las heridas del Scratch-Wound-Assay 
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Figura  8 : Equipo para hacer las fotos del  « Scratch Wound Assay » 
2.3.3 Preparación del medio con las partículas G5 
Vamos a utilizar las partículas G5 disueltas en un medio sin Ca2+ con Mitomicina. Pesamos las 
partículas y las ponemos en un tubo sobre UV durante 15 minutos. Las disolvemos en el medio 
sin Ca2+ con Mitomicina y dejamos el tubo con el tapón desenroscado durante 24h en la 
incubadora a 37°C para que se equilibre el pH. Filtramos la solución y centrifugamos para 
quitar las partículas no disueltas y para obtener un tubo de medio con las partículas G5.  
 
2.3.4 Medida de Calcio con el método O-Cresolphtaleina 
Para utilizar las partículas G5, tenemos que preparar una solución en la cual disolvemos las 
partículas en el medio DMEM sin Ca2+. No sabemos cuál es la cantidad de calcio que as 
partículas liberan porque cambia según las condiciones de disolución en el medio. Para tener 
una concentración de calcio de 3,5mM, pesamos las partículas y seguimos el método                             
O-Cresolphtaleina. Este método permite saber la liberación de calcio de las partículas para 
preparar la solución de G5 y/o de CaCl2.  
Necesitamos dos soluciones diferentes para realizar una recta de Absorbancia de calcio. Todo 
el material de vidrio utilizado ha sido  bañado durante 24 horas en Ácido Clorhídrico (3% (V/V) 
HCl) para eliminar todas las trazas de calcio. 
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 AMP Buffer pH=10,7 
Para preparar 250mL de reactivo, diluimos 37,8mL de AMP reagent con 150mL de agua 
destillada. El AMP reagent está congelado a temperatura ambiente, es necesario calentarlo 
hasta 40°C. Tenemos que ajustar el pH a 10,7. Para eso, añadimos gota a gota una solución de 
6N-HCl durante la medida del pH. En un matraz de 250mL, añadimos agua hasta el volumen 
deseado. Transaríamos la solución en un pote que conservamos en la nevera con papel de 
aluminio para evitar que la luz dañe el reactivo. 
Colour reagent 
Disolvimos 25mg de O-cresolphthalein y 250mg de 8 hydroxy-quinoline en una solución 
compuesta de 15mL de HCl y 25mL de agua. Agitamos la mezcla y añadimos agua en el matraz 
hasta 250mL. Como la solución es fotosensible, ponemos papel de aluminio alrededor del 
pote.  
Calibración y medida de calcio  
Utilizamos una solución de CaCl2 (Calcium ion solution) de 0,1M que diluimos con agua 
destillada para tener ocho soluciones de varias concentraciones: 7,5mM – 5mM – 2mM - 1mM 
- 0,5mM – 0,1mM – 0,05mM – 0mM.  
 
Figura 9: Placa de 96 con las diferentes condiciones para el método O-Cresolphtaleina 
En una placa de 96, pipeteamos 100μL de solución O-Cresolphtaleina en los pocillos 
necesarios. Para tener resultados representativos y lo más exactos posibles, cada condición 
es triplicada. Ponemos 5μL de cada condición como se indica en la figura 10. Finalmente,  
añadimos 100μL de la solución AMP.  
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Ponemos la placa en el Lector de Absorbancia (microplate) a 570nm. La máquina nos da un 
documento Excel con las diferentes absorbancias de los pocillos. Gracias a las soluciones de 
calibración, tenemos una recta con una ecuación lineal. Utilizando esta ecuación, podemos 
calcular la concentración de calcio para el CaCl2 y el G5. 
 
Figura 10: Fotografía del lector de Absorbancia : Infinite Microplate M200 Pro 
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES 
3.1 Test de toxicidad de la Mitomicina 
Hemos realizado un test para saber que concentración de Mitomicina es la más adecuada para 
evitar la proliferación de las células sin matarlas. En una placa de 12 pocillos, introducimos 
diferentes concentraciones de Mitomicina en el medio (0mM – 1mM – 5mM – 10mM) como 
se indica en la figura 11.  
 
Figura 11: placa de 12 con las diferentes concentraciones (μg/mL) para el test de toxicidad de Mitomicina.  
Después de 24 horas a 37°C, contamos las células en cada pocillo para ver si han proliferado 
o no. Al principio, habíamos puesto 40.000 células por pocillo y miramos el número que queda 
en cada pocillo en la tabla 3.  
Recuento celular después de 24h 
Concentración Mitomicina (μg/mL) 0 1 5 10 
Número de células en la Prueba 1 20.000 15.000 12.500 5.000 
Número de células en la Prueba 2 17.500 12.500 12.500 5.000 
Número de células en la Prueba 3 17.500 7.500 7.500 2.500 
Media de las 3 pruebas 18.333 11.666 10.833 4.166 
Células en un pocillo 36.600 23.333 21.666 8.333 
Tabla 3: recuento celular después de 24 horas de cada condición del test de toxicidad de Mitomicina 
Podemos ver que sin Mitomicina, el número de células es aproximadamente igual al principio. 
Al contrario, con una concentración de 10μg/mL, muchas células están muertas. En efecto, el 
75% de las células murieron durante las primeras 24 horas, es decir que esta concentración 
representa una alta toxicidad para las células. Sin embargo, para los dos otras concentraciones 
(1 y 5μg/mL), no vemos una gran diferencia en comparación con el medio sin Mitomicina. 
Elegimos la concentración de 5μg/mL para todos los ensayos a realizar para asegurarnos de la 
no-proliferación de las células.  
PFC ETSEIB/IBEC -  Camille Marc  
 “Efecto del Calcio liberado por nanopartículas en la curación de las heridas de la piel “ 
 
 
 
28 
 
 
 
Fotos después de 24h 
    
     [Mitomicina] = 0μg/mL                 1μg/mL                             5μg/mL                            10μg/mL 
Figura 12: Fotografías de los fibroblastos con las diferentes concentraciones de Mitomicina después de 24h (x400) 
Mirando las fotos, podemos ver que la concentración de 10μg/mL ha matado muchas células 
y que con una concentración de 1 μg/mL, no vemos gran diferencia con la condición en blanco 
(0μg/mL). Es decir que 1μg/mL de Mitomicina en el medio no es suficiente para evitar la 
proliferación de las células. Así, las fotos confirman la elección de la concentración de 5μg/ml 
para todos los ensayos que siguen en el proyecto.  
3.2 Introducción de diferentes concentraciones de CaCl2 
Hemos realizado este segundo ensayo para saber que concentración de calcio influye más 
sobre la migración de los fibroblastos para cerrar una herida. Dejamos las células de pase 5 
proliferar en los pocillos durante 24h para que estén en confluencia.  
Fabricamos tres soluciones de diferentes concentraciones de CaCl2 disuelto en el medio 
DMEM sin Ca2+: 1,25mM – 2,5mM – 3mM.  
Después de haber hecho las heridas siguiendo el método del Scratch Wound Assay, 
introducimos cada condición en la placa de 12 pocillos como está indicado en la figura 13.  
 
 
Figura 13: Placa de 12 con las diferentes concentraciones de CaCl2 (mM) 
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Con el microscopio, hacemos dos fotos por pocillo (una en la parte de arriba y otra de abajo) 
al tiempo cero, a las 6 horas y a las 24h. Analizamos cada foto con el software ImageJ para 
medir el área de las heridas a los diferentes tiempos. Medimos siguiendo con precisión los 
bordes de la herida y obtenemos un área en pixeles.  
 
Figura 14: Fotografías del Scratch Wound Assay con las diferentes concentraciones de calcio a los diferentes tiempos (x400) 
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En amarillo están los bordes de las heridas para medir el área. Hay que apuntar los diferentes 
valores de las áreas, calcular en porcentaje  las áreas de las heridas a las 6 y 24 horas en 
comparación al área del tiempo cero que corresponde a 0% de cierre de la herida. Obtenemos 
los resultados presentes en la tabla 4.  
 Porcentajes de cierre de las  heridas (%)  
Concentración de [CaCl2] (mM) 0h 6h 24h 
0 0 76,41 78,24 
1,25 0 73 79,52 
2,5 0 76,11 79,67 
3 0 77,7 85,22 
Tabla 4 : Porcentajes de cierre de las heridas respecto a las diferentes concentraciones de calcio en los pocillos. 
Con estos resultados podemos hacer un gráfico para ver la evolución del cierre de las heridas 
en función del tiempo y según las diferentes concentraciones de CaCl2. 
 
Gráfico 1 : Evolución del porcentaje de cierre en función del tiempo y de la concentración de calcio 
Podemos afirmar que las heridas se cierran más con la concentración mayor de calcio, es decir 
3mM. Observamos también que hasta las 6 horas, hay una diferencia muy pequeña entre las 
diferentes condiciones. La evolución sigue el orden creciente porque cuanto más elevada es 
la concentración de calcio, más elevado es el porcentaje de cierre. 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
0 5 10 15 20
P
o
rc
en
ta
je
 d
e 
ci
er
re
 (
%
) 
Tiempo (h)
Porcentaje de cierre de las heridas en función del tiempo 
[CaCl2] = 0 mM
[CaCl2] = 1,25 mM
[CaCl2] = 2,5 mM
[CaCl2] = 3 mM
PFC ETSEIB/IBEC -  Camille Marc  
 “Efecto del Calcio liberado por nanopartículas en la curación de las heridas de la piel “ 
 
 
 
31 
 
 
 
Este resultado es muy importante para el proyecto porque confirma que el calcio implica una 
aceleración del cierre de las heridas por los fibroblastos. Aunque con 3mM de calcio en el 
medio, los fibroblastos se han movido más para cerrar el espacio, esta cantidad de calcio no 
influye mucho sobre los fibroblastos.  En efecto, con 3mM de CaCl2, el porcentaje de cierre es 
solo de 7% superior al porcentaje sin calcio. Suponemos que si seleccionamos una 
concentración de calcio un poco más elevada, tendremos un porcentaje de cierre más 
importante. Por eso, en todos los ensayos que siguen, elegimos una concentración de calcio 
de 3,5mM. 
3.3 Introducción de las Partículas G5  
Preparamos tres soluciones diferentes para este ensayo:  
- Blanco: 10mL Medio DMEM sin Ca2+ 
- CaCl2: 5,78mg de calcio en 10mL de medio DMEM sin Ca2+ 
- G5: 18mg de partículas G5 en 10mL de medio DMEM sin Ca2+  
 
3.3.1 Preparación del medio acondicionado con CaCl2 y G5 
Para introducir las partículas en el medio, es necesario seguir el método O-Cresolphtaleina. 
Vamos a utilizar los dos reactivos: AMP y Colour reagent y las diferentes soluciones de calcio 
que habíamos preparado: 7,5 – 5 – 2 – 1 – 0,5 – 0,1 – 0,05mM y sin calcio (0mM).  
Las tres pruebas ( Blanco – CaCl2 – G5) han sido puestas sobre UV durante 15 minutos y dejado 
en la estufa (37°C) durante 24 horas con el tapón desenroscado para que se equilibre el pH. 
Introducimos las condiciones como en la figura 15 para realizar la recta de calcio midiendo la 
absorbancia de las soluciones. 
 
Figura 15: Placa de 96 con las condiciones para la medida de calcio con el método O-Cresolphtaleina 
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Obtenemos los resultados en un documento Excel con el cual podemos hacer un gráfico de la 
absorbancia en función de las concentraciones de calcio de las soluciones de calibración. 
Como tenemos tres pruebas para una misma condición, hacemos una media de los tres 
valores que asociamos con la concentración adecuada. El grafico 2 nos ensena la ecuación de 
esta recta: [CaCl2] = 5,3422*Absorbancia – 0,7631 
 
Gráfico 2 : Evolución de la concentración de calcio en función de la Absorbancia  
Gracias al gráfico, sabemos también que el método está bien hecho porque tenemos una recta 
lineal que corresponde muy bien con los puntos de medida (R²=0,9987). 
Con la ecuación, podemos calcular la concentración de calcio que hay en nuestras tres pruebas 
sabiendo el valor de la Absorbancia. 
 
  Absorbancia  Concentración CaCl2 (mM) Concentración CaCl2 normalizada (mM) 
Blanco 0,219733333 0,410815463 0 
CaCl2 0,981233319 4,478748388 4,06793293 
G5 1,030500015 4,741931078 4,33111562 
Tabla 5 : Cálculos de las concentraciones de calcio en las soluciones de CaCl2  y de G5 
 
Normalizamos las concentraciones en función de la concentración de la solución “Blanco” para 
tenerla como valor de referencia sin calcio. Así, podemos calcular que volumen (C1V1=C2V2) de 
cada solución necesitamos para hacer una solución de CaCl2 de 3,5mM y dos de G5: 2,5 y 
3,5mM. 
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3.3.2 Ensayo: Scratch Wound Assay 
Después de la disolución de las soluciones Blanco, CaCl2 y G5 gracias a los resultados del 
método O-Cresolphtaleina, hacemos las heridas en cada pocillo de la placa e introducimos 
las diferentes condiciones como está indicado en la figura 16.  
 
Figura 16: Placa de 12 pocillos con las diferentes condiciones introducidas: Blanco, CaCl2  y G5. 
Al tiempo cero, hacemos dos fotos por pocillo y medimos el área de las heridas con el software 
ImageJ. Lo repetimos dos veces: a las 6 horas y a las 24.  
En las fotos, los bordes son amarillos y vemos que las heridas se cierran poco a poco en función 
del tiempo. Con solo las fotos, no podemos concluir directamente que condición es la mejor. 
Sin embargo, vemos que después de 6 horas, las células no están tan en confluencia como al 
tiempo inicial, y esto se observa sobre todo a las 24 horas. Nos enseña que las células se 
mueven y no proliferan gracias a la Mitomicina como lo deseamos.  
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Figura 17: Fotografías del Scratch Wound Assay con las diferentes condiciones en los diferentes tiempos (x400) 
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Con el software ImageJ, medimos cada área de la herida de cada foto, hacemos medias y 
cálculos de porcentajes teniendo en cuenta que el área al tiempo inicial representa una herida 
abierta a 100% o cerrada a 0%. 
Porcentajes de  cierre de las  Heridas (%)  
Tiempo (horas) 0h 6h 24h 
[CaCl2] = 0mM 0 1,63 15,93 
[CaCl2] = 3,5mM 0 11,13 19,81 
[G5] = 2,5 mM 0 7,79 10,75 
[G5] = 3,5 mM 0 16,01 21,31 
Tabla 6 : Porcentajes de cierre de las heridas respecto a las diferentes condiciones en los pocillos 
 
 
Gráfico 3 : Evolución del porcentaje de cierre de las heridas en función del tiempo con las diferentes condiciones 
Los resultados nos enseñan claramente que las heridas se cierran más con las partículas G5 
con una concentración de calcio de 3,5Mm. En segundo lugar la solución de CaCl2 de 
concentración 3,5Mm. Podemos decir que esta concentración de 3,5mM es la más eficiente 
pero también que las partículas G5 ayudan más al cierre de las heridas que los iones de calcio 
disuelto en el medio. Al contrario, la concentración de 2,5mM es demasiada baja porque no 
alcanza mejores resultados que el CaCl2.  
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Observamos también que el más alto porcentaje de cierre de las heridas es de 
aproximadamente 21%. Es mucho menos que los resultados obtenidos en el ensayo 
precedente con el cual alcanzábamos aproximadamente 85%. Eso no puede explicarse 
realmente porque depende del ensayo y de la manera de hacerlo.  En efecto, el Scratch Wound 
Assay es un ensayo muy sencillo pero poco preciso porque las heridas se hacen a mano alzada. 
Obtenemos heridas de tamaños diferentes para una misma condición y medimos las áreas con 
el software a mano alzada también. Así, se puede obtener muchas variaciones como podemos 
ver en el grafico 4 con las barras de errores.  
 
Gráfico 4 : Barras de porcentajes de cierre de las heridas en función de las diferentes condiciones y del tiempo 
Las desviaciones son muy grandes y no se pueden bajar a causa de la manera de hacer las 
heridas, a mano alzada. También, habíamos dejado las células en cultivo en la placa durante 
solo 24h antes de hacer las heridas. Es posible que si dejamos más tiempo las células proliferar 
antes de la introducción de las condiciones, estarían más en confluencia y obtendríamos 
mejores resultados. Sin embargo, consideramos estos resultados coherentes y concluimos 
que las partículas G5 ayudan al cierre de las heridas, es decir a la migración de los fibroblastos.   
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3.4 Test de inhibidores con G5 
Gracias al ensayo precedente, sabemos que las partículas G5 (y más generalmente el calcio) 
ayudan a la migración de los fibroblastos para cerrar una herida. Nos preguntamos como el 
calcio puede actuar en las células en cultivo. La vía más importante para la entrada de iones 
de calcio (Ca2+) en las células son los canales de Ca2+ voltajes dependientes. Estos canales se 
abren y dejan pasar una selección de iones Ca2+ implicando muchos procesos intracelulares 
(figura 18).  Existen seis tipos funcionales de canales diferentes denominados T, L, N, P, Q y R 
clasificados por el rango de voltaje necesario para su activación. Los canales de Ca2+ de tipo L 
son los más estudiados y se encuentran ampliamente distribuidos en todas las células. [32] La 
mayoría de inhibidores de canales de calcio usados clínicamente actúan en los canales tipo L 
y pertenecen a tres diferentes clases de compuestos, incluyendo las dihydropyridinas 
(Nifedipine, Amlodipine), las benzothiazepines (Diltiazem) y las phenyl alkylaminas 
(verapamil). Por esto, para este proyecto hemos seleccionado la Nifedipine, la Amlodipine, el 
Verapamil y el Diltiazem como representantes de los inhibidores de canales de calcio.  
Siguiendo los estudios ya hechos, probamos el efecto de la acción de las partículas G5 en la 
migración de los fibroblastos con cuatro concentraciones diferentes de los cuatro inhibidores: 
10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M. [33] 
 
Figura  18: Mecanismo de acción de los inhibidores en las células [34] 
PFC ETSEIB/IBEC -  Camille Marc  
 “Efecto del Calcio liberado por nanopartículas en la curación de las heridas de la piel “ 
 
 
 
38 
 
 
 
3.4.1 Nifedipine 
El inhibidor Nifedipine bloquea los canales de calcio de las células de tipo L (L-type channel 
blocker). Su fórmula química es C17H18N2O6 y es soluble solamente en DMSO a una 
concentración de 100mM. Como lo hemos dicho antes, vamos a probar el efecto del inhibidor 
en la migración de los fibroblastos con cuatro concentraciones diferentes (10-6, 10-7, 10-8 y          
10-9M) en un medio con las nanopartículas G5. También, añadimos una placa de 12 pocillos 
para observar el efecto del DMSO sobre las células con G5. En efecto, el DMSO es un producto 
tóxico para las células pero no sabemos si esta toxicidad persiste a estas concentraciones muy 
bajas. Es un test importante en este ensayo porque va a definir la exactitud de los resultados. 
Si el DMSO es tóxico a esas concentraciones, la migración de las células estará bloqueada pero 
hay que saber si es por la presencia del DMSO o por la acción del inhibidor. Finalmente, 
añadimos una condición “Blanco” compuesta del medio DMEM condicionado con G5 sin 
inhibidor (sin DMSO tampoco) para evaluar el cierre de las heridas. 
Previamente, hemos condicionado el medio sin y con las G5: 15 minutos en UV, 24 horas en 
la incubadora a 37°C con el tapón desenroscado para que se equilibre el pH, filtramos los 
medios y centrifugamos los tubos. También, hemos realizado la medida de calcio con el 
método O-cresolphtenia para saber la concentración de calcio que han liberado las partículas 
en el medio.  
 
Gráfico  5 : Evolución de la concentración de calcio en función de la Absorbancia 
Con la ecuación de la recta ([Ca]=3,7046*Absorbancia-2,0724), podemos saber la 
concentración de calcio en el medio con las partículas G5.  
 Absorbancia concentración de calcio (mM) Concentración de lacio normalizada (mM) 
Blanco 0,6676 0,400790945 0 
G5 1,76893334 4,480790436 4,07999949 
Tabla 7 : Cálculos de la concentración de calcio en la solución de G5 
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Así, podemos calcular que volumen (C1V1=C2V2) de cada solución necesitamos para hacer una 
solución de G5 de 3,5 mM. 
Después de varios cálculos, podemos fabricar las ocho soluciones para el ensayo. Hemos 
pesado 34,6 mg de Nifedipine (MW = 346,34 g/mol) que disolvimos en 1mL de DMSO para 
tener una concentración de 100mM. Con el medio “G5”, fabricamos ocho soluciones 
diferentes: - 4 con el inhibidor Nifedipine de concentración 10-6 hasta 10-9M 
- 4 con una concentración de DMSO solo (10-3% hasta 10-6%) 
Las células de pase 7 están en confluencia en cuatro placas, hacemos las heridas para el 
Scratch Wound Assay y introducimos las condiciones del ensayo como se muestra en la figura 
19.  
 
Figura 19: Las diferentes condiciones de las placas del ensayo con la Nifedipine  
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Directamente después de la introducción de las condiciones, hacemos fotos con el 
microscopio para el tiempo inicial. Volvemos a repetir las fotos a las 6 horas y a las 24 horas. 
Con el software ImageJ, medimos las áreas de las heridas de cada pocillo a los diferentes 
tiempos. Convertimos los resultados en porcentajes considerando que el área al tiempo cero 
representa 0% de cierre.  
 
Tabla 8 :  Porcentajes de cierre de las heridas de las placas del ensayo con la Nifedipine 
 
Figura 20 : Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 3 : G5 (3,5mM)  
Podemos decir que el cierre más importante es con las partículas G5 solas, lo que 
esperábamos suponiendo que el inhibidor bloquea la migración de los fibroblastos. Mirando 
la figura 20, observamos que la herida está bastante cerrada al final (67% aproximadamente), 
lo que es mucho más que en el ensayo precedente. Este cambio se explica por la manera de 
hacer las heridas y también por la confluencia de las células que hemos dejado 48 horas 
proliferar (y no 24 horas solo).  
 Porcentajes de cierre de las heridas (%) 
 0h 6h 24h 
G5 (PLACA 3) 0 12,378 64,132 
G5 + N (PLACA 1)       
10^-6 M 0 8,824 56,008 
10^-7 M 0 9,778 50,246 
10^-8 M 0 10,754 41,675 
10^-9 M 0 9,644 56,983 
G5 + DMSO (PLACA 2)       
10^-3% 0 21,179 38,809 
10^-4% 0 14,709 51,122 
10^-5% 0 17,08 30,136 
10^-6% 0 13,058 46,727 
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3.4.1.1 PLACA 1: Nifedipine y G5 
La primera placa presenta las cuatro concentraciones del inhibidor Nifedipine en el medio 
DMEM sin Ca2+ con Mitomicina en presencia de las partículas G5 liberadoras de calcio. 
Observamos que las heridas están muy cerradas, es decir que las células se han movido 
bastante. Normalmente, el inhibidor bloquea la entrada de los iones de calcio liberados por 
las partículas en los fibroblastos cerrando los canales de calcio. Sin embargo, si comparamos 
con la condición de la placa 3, que es solo las partículas disueltas en el medio DMEM, vemos 
que las partículas han ayudado al cierre de las heridas. En efecto, aunque el porcentaje de 
cierre de cada condición aumenta con la diminución de concentración del inhibidor, no hay 
una gran diferencia con la condición sin inhibidor (8%).  
 
Figure 21: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 1: G5 (3,5mM) y Nifedipine 
PFC ETSEIB/IBEC -  Camille Marc  
 “Efecto del Calcio liberado por nanopartículas en la curación de las heridas de la piel “ 
 
 
 
42 
 
 
 
Además, mirando las fotos, no vemos una variación lógica de la migración de los fibroblastos. 
Así que si observamos las cuatro fotos a las 24h, no sabemos muy bien decir cual herida se ha 
cerrado más. Suponemos que las partículas han liberado calcio que las células han absorbido 
y entonces que el inhibidor no ha realizado su misión de bloquear los canales de calcio.  
 
Gráfico  6: Evolución del porcentaje de cierre de las heridas de la placa 2 (G5 + N) en función del tiempo 
Con los resultados en el gráfico 6, podemos confirmar que el inhibidor no ha funcionado y no 
ha bloqueado la entrada del calcio en las células. Sobre todo, sorprende el hecho de no ver un 
orden creciente del cierre de las heridas con la diminución de la concentración del inhibidor. 
Los resultados están ordenados aleatoriamente y mientras que ninguna de las condiciones 
alcanza el mismo porcentaje que las partículas sin el inhibidor, no podemos decir que la 
Nifedipine bloquea la entrada de los iones de calcio liberados por las partículas G5. 
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3.4.1.2 PLACA 2: DMSO y G5 
Para disolver el inhibidor N, tenemos que utilizar el DMSO. Sin embargo, este producto es muy 
tóxico para las células y queremos verificar si esta toxicidad no influye sobre los resultados. 
Por eso, la placa 2 presenta diferentes concentraciones de DMSO en el medio con las 
partículas que corresponden a la concentración presente cuando ponemos las cuatro 
concentraciones de inhibidor. Eso quiere decir precisamente que con una concentración de 
10-6M de Nifedipine, tenemos una concentración de 10-3% de DMSO en la solución. Así que 
las concentraciones 10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M de inhibidor N corresponden respectivamente a las 
concentraciones 10-3%, 10-4%, 10-5% y 10-6% de DMSO en el medio. 
 
Figura 22: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 2: G5 (3,5mM) y DMSO 
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Como podemos ver en las fotos de la figura 22, el DMSO influye matando células solo a una 
concentración de 10-3% que corresponde a una concentración de 10-6M de Nifedipine.  
En la literatura, se ha estudiado que el efecto toxico del DMSO sobre las células in vitro se 
observa a concentraciones de menos de 0,1%. [35] Sin embargo, ningún ensayo se ha realizado 
a concentraciones tan bajas como en nuestro caso. Es posible que la toxicidad del DMSO 
subsista a concentraciones del orden 10-3% (0.001%) pero con un impacto sin importancia por 
no decir inexistente.  
 
Gráfico  7: Evolución del porcentaje de cierre de las heridas de la placa 3: G5 (3,5mM) y DMSO 
Una concentración de DMSO de 10-3% corresponde a una concentración de 10-6M de N, y a 
este valor, el DMSO presenta una toxicidad para las células. Podemos decir que los porcentajes 
de cierre más bajos con el inhibidor pueden venir de la acción de la Nifedipine pero también 
afirmamos que la cantidad de DMSO influye. 
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3.4.1.3 Conclusión  
 
Gráfico  8: Barras de los porcentajes de cierre de las heridas del ensayo con la Nifedipine 
Este grafico de barras presenta todos los resultados del ensayo a las 6 y a las 24 horas. La 
primera conclusión es que ninguna de las condiciones alcanza un porcentaje de cierre igual a 
las partículas G5 sin inhibidor (64%). Podemos pensar que el inhibidor y el DMSO tienen efecto 
pero no podemos asegurarlo claramente. A una concentración de 10-8M de N, el inhibidor 
bloquea más la migración de las células que a las otras.  
A las 6 horas, no podemos ver una diferencia entre las diferentes condiciones, obtenemos 
aproximadamente un 10% de cierre a las diferentes concentraciones. 
De manera general, la Nifedipine no presenta un efecto evidente sobre las migraciones 
celulares ayudadas por la liberación de calcio por las partículas G5. En efecto, los resultados 
del medio con las partículas solas y el inhibidor se parecen y no están mucho más bajos. En 
efecto, si miramos las barras de errores, alcanzamos el porcentaje máximo obtenido con las 
partículas G5 (64%) para tres de las concentraciones de inhibidor (10-6, 10-7 y 10-9M). 
Basándonos en estos resultados, no se puede concluir que la Nifedipine inhibe la migración 
de las células. Sin embargo, no podemos concluir de la ineficacia de este inhibidor sin hacer 
ensayos suplementarios con concentraciones de Nifedipine superioras.  
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3.4.2 Amlodipine 
El inhibidor Amlodipine bloquea los canales de calcio de las células de tipo L (L-type channel 
blocker). Su fórmula química es C20H25ClN2O5 y es soluble en DMSO o en etanol a una 
concentración de 50mM. Este ensayo es exactamente el mismo que para el inhibidor 
Nifedipine y seguimos el mismo protocolo. Vamos a probar el efecto del inhibidor sobre la 
migración de los fibroblastos con cuatro concentraciones diferentes (10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M). 
Como hemos realizado el ensayo precedente con el inhibidor Nifedipine disuelto en DMSO 
(toxico a 10-6M), vamos a disolver la Amlodipine en etanol. Sin embargo, el etanol presenta 
un riesgo para las células porque es toxico también. Entonces, añadimos condiciones al ensayo 
en una placa para observar el efecto del etanol.  
Previamente, hemos acondicionado el medio sin y con las G5 y realizamos la medida de calcio 
con el método O-cresolphtenia para saber la concentración de calcio que han liberado las 
partículas en el medio. Obtenemos un gráfico similar al grafico 5 pero con una ecuación de 
recta de [Ca] = 4,0302*Absorbancia-2,3584.   
 Absorbancia  Concentración calcio (mM) Concentración calcio normalizada (mM) 
Blanco 0,70743332 0,492697779 0 
G5 1,84316667 5,06993031 4,577232532 
Tabla 9 : Cálculos de la concentración de calcio en la solución G5 
Así, podemos calcular que volumen (C1V1=C2V2) de cada solución necesitamos para hacer una 
solución de G5 de 3,5 mM. 
Después de varios cálculos, podemos fabricar las doce soluciones para el ensayo. Hemos 
pesado 20,44 mg de Amlodipine (MW = 408,88 g/mol) que disolvimos en 1mL de Etanol para 
tener una concentración de 50mM. Con el medio “G5”, fabricamos ocho soluciones 
diferentes: - 4 con el inhibidor Amlodipine de concentración 10-6 hasta 10-9M 
- 4 con una concentración equivalente de Etanol (10-3% hasta 10-6%) 
Las células de pase 7 están en confluencia en cuatro placas, hacemos las heridas para el 
Scratch Wound Assay e introducimos las condiciones del ensayo como se muestra en la        
figura 23.  
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Figura 23: Las diferentes condiciones de las placas del ensayo con la Amlodipine 
 Porcentajes de cierre de las heridas (%) 
 0h 6h 24h 
G5 (PLACA 3) 0 19,425 67,134 
G5 + A (PLACA 1)       
10^-6 M 0 8,236 41,313 
10^-7 M  0 11,709 45,387 
10^-8 M 0 17,497 52,817 
10^-9 M 0 18,211 64,595 
G5 + Etanol (PLACA 2)       
10^-3% 0 12,947 41,212 
10^-4% 0 13,174 45,389 
10^-5% 0 15,176 46,157 
10^-6% 0 17,001 59,317 
Tabla 10 : Porcentajes de cierre de las heridas de las placas del ensayo con la Amlodipine 
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El porcentaje de cierre más importante se encuentra con las partículas G5 sin inhibidor (placa 
3). Podemos ver en las fotos que las células han migrado mucho para cerrar la herida. Los 
bordes de la herida (en amarillo) están muy irregulares a las 24 horas porque las células se 
movieron para llenar el espacio vacío. Alcanzamos un porcentaje de cierre de 67% por la 
acción de las partículas G5 en la migración de los fibroblastos para cerrar la herida. 
 
Figura  24: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 3: G5 (3,5mM)  
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3.4.2.1 PLACA 1: Amlodipine y G5 
La placa 1 se compone de cuatro condiciones, que son las cuatro concentraciones del inhibidor 
en presencia de las partículas G5 liberadoras de calcio. Queremos saber si el inhibidor funciona 
y bloquea la entrada de Ca2+ en las células por los canales de calcio.  
 
Figura  25: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 1: G5 (3,5mM) y Amlodipine 
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Gráfico  9: Evolución del porcentaje de cierre de las heridas de la placa 1 del ensayo con la Amlodipine 
En este caso, podemos decir que el inhibidor A bloquea la absorción del calcio de las células 
porque con una concentración de 10-6M de Amlodipine se obtiene solo un 40% de cierre 
mientras que sin inhibidor tenemos casi 30% más (67%). Observamos también una diminución 
para las concentraciones de 10-7 y 10-8 M con una diferencia menos importante: 22 y 15% 
respectivamente. Sin embargo, a una concentración de 10-9M podemos concluir que el 
inhibidor es ineficaz porque esta recta está muy cerca de la recta G5 (rojo).  
Además, podemos observar un orden lógico con el aumento de la concentración del inhibidor. 
En efecto, el porcentaje de cierre de las heridas disminuye con el aumento de cantidad de 
inhibidor en el medio.  
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3.4.2.2 PLACA 2: Etanol y G5 
En esta placa, las diferentes concentraciones de etanol corresponden a la cantidad de este 
producto presente en las cuatro concentraciones del inhibidor: 10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M de 
inhibidor corresponden respectivamente a las concentraciones 10-3%, 10-4%, 10-5% y 10-6% de 
etanol.  
 
Figura  26: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 2: G5 (3,5mM) y etanol 
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Se puede ver que la presencia de etanol en el medio afecta a las células. En efecto, hasta una 
concentración de 10-4% de etanol, observamos una diminución del porcentaje de cierre de las 
heridas. No podemos decir que el etanol es tóxico porque no se observan células muertas en 
las fotos pero afirmamos que el etanol disminuye la acción de las partículas en la migración 
de los fibroblastos.  
 
Gráfico  10: Evolución del porcentaje de cierre de las heridas de la placa 2 del ensayo con la Amlodipine 
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3.4.2.4 Conclusión 
 
Gráfico 11: Barras de los porcentajes de cierre del ensayo con la Amlodipine  
Se puede considerar que las concentración 10-9M de inhibidor es demasiado pequeña para 
observar un efecto del inhibidor en la acción de las partículas G5.  
Como hemos visto que el etanol disminuye la acción de las partículas G5 en la migración de 
las células, podemos decir que el efecto observado por la Amlodipine pude ser debido al 
etanol.  
De acuerdos a estos resultados, no podemos concluir que el inhibidor Amlodipine bloquee los 
canales por los cuales el calcio liberado por las partículas entra en los fibroblastos para 
acelerar la migración y el cierre de las heridas.  
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3.4.3 Verapamil  
El inhibidor Verapamil (hydrochloride ab120140) bloquea los canales de calcio de las células 
de tipo L (L-type channel blocker). Su fórmula química es C27H38ClN2O4.HCl y es soluble en agua 
a una concentración de 50mM. Vamos a probar el efecto del inhibidor sobre la migración de 
los fibroblastos con cuatro concentraciones diferentes (10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M). A diferencia 
de los dos inhibidores precedentes, disolvemos el Verapamil en agua. Significa que no 
tenemos que observar el efecto del agua sobre las células y estudiamos solo el efecto del 
inhibidor en los fibroblastos con las partículas G5 en el medio.  
Previamente, hemos acondicionado el medio con las G5 y hemos realizado la medida de calcio 
con el método O-cresolphtenia para saber la concentración de calcio que han liberado las 
partículas en el medio. Obtenemos un gráfico similar al grafico 5 con la concentración de calcio 
en función de la absorbancia y la ecuación de la recta es [Ca] = 2,5989*Absorbancia – 1,62  
 Absorbancia Concentración calcio (mM) Concentración calcio normalizada (mM) 
Blanco 0,80573334 0,47329523 0 
G5 2,27603336 4,29313467 3,81983945 
Tabla 11 : Cálculos de la concentración de calcio en la solución  con G5 
Así, podemos calcular que volumen (C1V1=C2V2) de cada solución necesitamos para hacer una 
solución de G5 de 3,5 mM. Utilizamos los dos medios obtenidos para este ensayo con el 
inhibidor Verapamil pero hemos fabricado bastante para hacer el ensayo siguiente con otro 
inhibidor al mismo tiempo. 
Después de varios cálculos, podemos fabricar las ocho soluciones para el ensayo. Hemos 
pesado 24,55 mg de Verapamil (MW = 491,06 g/mol) que disolvimos en 1mL de agua para 
tener una concentración de 50mM. Con el medio “G5”, fabricamos cuatro soluciones 
diferentes con el inhibidor de concentración 10-6 hasta 10-9M.  
Las células de pase 6 están en confluencia en dos placas, hacemos las heridas para el Scratch 
Wound Assay e introducimos las condiciones del ensayo como se muestra en la figura 28.  
 
Figura  27: Las diferentes condiciones de la placa del ensayo con el Verapamil 
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Añadimos una placa con células en 3 pocillos solos con un medio de G5 y Mitomicina para 
comparar los resultados de este ensayo con el efecto “normal” de las partículas. 
 
Figura  28: Fotografías de las células con microscopio (x400) del Scratch Wound Assay para la placa del medio con G5 solo 
En la figura 28, vemos la evolución del cierre de la herida con la acción de las partículas G5. 
Esta condición alcanza el porcentaje de cierre más alto (61%) porque no hay inhibidor y nos 
sirve de referencia para estudiar el efecto del Verapamil.  
  Porcentajes de cierre de las heridas (%) 
  0h 6h 24h 
G5  0 19,119 61,394 
G5 + V       
10^-6 M 0 19,911 53,826 
10^-7 M  0 21,378 47,574 
10^-8 M 0 10,709 48,539 
10^-9 M 0 9,201 43,998 
Tabla 12 : Porcentajes de cierre de las heridas del ensayo con el Verapamil 
La tabla 12 nos presenta los resultados del ensayo con el inhibidor Verapamil. Obtenemos 
porcentajes de cierre entre 43% y 54%, menores que la referencia con G5 (61%). 
Extrañamente, no se observan diferencias en el porcentaje de cierre de la herida utilizando las 
diferentes concentraciones del inhibidor. Lo esperado seria obtener el menor porcentaje de 
cierre con la mayor concentración de inhibidor. 
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La figura 29 presenta las fotografías del Scratch Wound Assay a los diferentes tiempos y  según 
las diferentes concentraciones de inhibidor. En primer lugar, podemos ver que la migración 
de las células es menos importante con la concentración más baja del ensayo, es decir que 
con la menor cantidad de inhibidor, la herida se ha cerrado menos. No es un resultado lógico 
porque se supone que el inhibidor bloquea la entrada de calcio en las células y que el calcio 
ayuda para la migración de los fibroblastos. También sorprende el hecho que en las otras tres 
concentraciones las heridas están muy cerradas.  
 
Figura  29: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA : Verapamil y G5 
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Grafico 12: Evolución de los porcentajes de cierre en función del tiempo de la placa 2 del ensayo con el Verapamil 
La concentración más alta de inhibidor (10-6M) nos da el porcentaje de cierre más alto (54%) 
lo que es solo 7% menos que la condición de referencia. Así que podemos decir que el 
inhibidor no influye en la acción de las partículas. En efecto, si el inhibidor actúa y bloquea la 
entrada del calcio liberado por las partículas, no alcanzaremos un porcentaje tan alto. Aunque 
obtenemos porcentajes más bajos con las otras concentraciones, por tanto el efecto del 
inhibidor no aparece claramente. 
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3.4.3.3 Conclusión  
En el gráfico 13, hemos combinado los resultados de porcentajes de cierre de las heridas de 
todas las condiciones a las 6 y a las 24 horas. Se puede ver que con las partículas G5, que 
liberan calcio, los porcentajes de cierre son más elevados comparados con la presencia de 
Verapamil.  
Si bien no se observan diferencias en las diferentes concentraciones de Verapamil, la 
presencia de este inhibidor resulta en una disminución del porcentaje de cierre de las heridas. 
 
Grafico 13: Barras de los porcentajes de cierre del ensayo con el Verapamil a las 24 horas 
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3.4.4 Diltiazem 
El inhibidor Diltiazem (ab120260) bloquea los canales de calcio de las células de tipo L (L-type 
Ca2+ channel antagonist). Su fórmula química es C22H26N2O4S.HCl y es soluble en agua a una 
concentración de 100mM. Vamos a probar el efecto del inhibidor sobre la migración de los 
fibroblastos con cuatro concentraciones diferentes (10-6, 10-7, 10-8 y 10-9M). Como el 
Verapamil, disolvemos el Diltiazem en agua y significa que no tenemos que observar el efecto 
del agua sobre las células y estudiamos solo el efecto del inhibidor en los fibroblastos con las 
partículas G5 en el medio.  
El ensayo con el Verapamil y el Diltiazem se han realizado a la vez. Los resultados de medida 
de calcio del ensayo precedente son los mismos que para este ensayo y los medios utilizados 
son los mismos. 
Las células de pase 6 están en confluencia en una placa de 12 pocillos e introducimos las 
diferentes condiciones como en la figura 30. 
 
Figura  30: Las diferentes condiciones de la placa del ensayo con el Diltiazem 
La condición de referencia (medio con partículas G5 y Mitomicina solo) es también la misma 
que para el ensayo con el Verapamil porque hemos realizados las tres placas a la vez. 
  Porcentajes de cierre de las heridas (%) 
  0h 6h 24h 
G5  0 19,119 61,394 
G5 + D (PLACA 2)       
10^-6 M 0 13,815 52,527 
10^-7 M  0 15,782 57,491 
10^-8 M 0 16,181 47,862 
10^-9 M 0 17,475 42,101 
Tabla 13 : Porcentajes de cierre de las heridas del ensayo con el Diltiazem 
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Los resultados obtenidos se parecen a los del ensayo con el Verapamil porque alcanzamos los 
porcentajes más elevados con las concentraciones más altas de inhibidor con las G5. Así que 
podemos suponer que la presencia del inhibidor afecta la acción de las partículas en el cierre 
de las heridas.  
 
Figura 31: Fotografías de las células con microscopio (x400) de la PLACA 2: Diltiazem y G5 
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Como lo vemos en las fotos, las células han migrado bastante para cerrar la herida excepto 
para la concentración más baja en la cual podemos ver una herida más abierta a las 24 horas. 
En el grafico 14 podemos ver que los porcentajes de cierre más elevados se encuentran en las 
dos concentraciones más elevadas de inhibidor. Lo que significa que la migración de los 
fibroblastos es más importante con una gran cantidad de Diltiazem. Esperábamos lo contrario 
porque el inhibidor tiene que cerrar los canales de calcio por los cuales entra los iones para 
ayudar a la migración de las células. Además, podemos ver que a menor cantidad de inhibidor, 
menor es el porcentaje de cierre para las concentraciones de 10-8 y 10-9 M. 
 
Grafico 14: Evolución de los porcentajes de cierre de las heridas de la placa 2 del ensayo con el Diltiazem. 
Con una concentración de 10-8M de Diltiazem, alcanzamos un porcentaje muy cerca del 
porcentaje obtenido con la condición de referencia, mientras que con una concentración de 
10-9M obtenemos una disminución del porcentaje de cierre. 
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3.4.4.3 Conclusión  
 
Grafico 15: Barras de porcentajes del cierre de las heridas del ensayo con el Diltiazem a las 24 horas. 
Este último grafico nos sugiere que el inhibidor podría tener un efecto en la acción de las 
partículas G5. El máximo efecto se ve con las concentraciones de 10-9 y 10-8M de Diltiazem. 
3.4.5 Conclusiones sobre el efecto de los inhibidores 
Con la Nifedipine, se observa un efecto coherente solo con la mayor concentración. No 
podemos concluir si tiene un impacto en la migración celular porque hay que probar con 
diferentes concentraciones más elevadas. Además la toxicidad del DMSO es un punto sensible 
porque no sabemos si la migración celular esta inhibida por la Nifedipine o por el vehículo. 
Podemos concluir lo mismo con la Amlodipine. En este caso, vemos que el etanol también 
tiene un efecto en la migración celular.  
Los dos inhibidores Verapamil y Diltiazem podrían tener un efecto en la migración celular si 
bien nuevos experimentos utilizando diferentes concentraciones serían necesarios para 
concluir su efecto.  El hecho de que dos inhibidores tengan un efecto nos permite sugerir que 
los canales de calcio estarían involucrados en la migración de los fibroblastos estimulada por 
el calcio liberado por las partículas G5.  
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CONCLUSION 
El propósito de este proyecto era estudiar el efecto del calcio en la migración celular en heridas 
de piel. Utilizando la Mitomicina, evitamos la proliferación de las células y observamos solo la 
migración de estas haciendo ensayos llamados “Scratch Wound Assay”.  
Hemos fabricado nanopartículas G5 liberadoras de calcio que disolvimos en los medios de 
cultivo de los fibroblastos. Los resultados nos dicen que el calcio liberado por las partículas 
ayuda al cierre de las heridas. En efecto, con una concentración de G5 de 3,5mM alcanzamos 
un porcentaje de cierre de las heridas de 67% (mejor resultado del proyecto) mientras que sin 
calcio, tenemos solamente aproximadamente 20% de cierre después de 24 horas.  
Gracias a estos resultados, sabemos que las nanopartículas ayudan para la curación de las 
heridas de piel pero no sabemos cómo. Suponemos que los iones de calcio liberados en el 
medio por las partículas entran en las células por los canales de calcio. Probando cuatro 
inhibidores diferentes (la Nifedipine, la Amlodipine, el Verapamil y el Diltiazem) a diferentes 
concentraciones (10-6, 10-7, 10-8, 10-9M), observamos el efecto en la migración celular. 
Basándonos en los resultados obtenidos no podemos afirmar que los inhibidores afecten en 
la migración de los fibroblastos debida a la presencia del calcio liberado por las partículas G5. 
Es posible que influyen a concentraciones más elevadas y sería útil de probarlo. No tenemos 
que olvidar la importancia del vehículo, es decir el producto en el cual se disuelve el inhibidor 
sobre todo para la Nifedipine disuelta en DMSO y la Amlodipine disuelta en etanol. El DMSO 
es toxico para las células pero no hay investigaciones que han estudiado el efecto de este 
producto a condiciones tan bajas como en este proyecto. No hemos detectado toxicidad del 
DMSO y del Etanol sino un efecto en la migración celular. 
Podemos pensar que las nanopartículas G5 podrían ser utilizadas en una aplicación futura que 
ayudará a la curación de las heridas cutáneas. Pero hay que estudiar más el comportamiento 
de estas y también la manera de entrada de calcio en las células. Son necesarias más 
investigaciones en este sujeto para la utilización futura de las partículas G5 como apósito para 
ayudar a la curación de las heridas de la piel. 
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FUTURO 
Para tener resultados más precisos, es necesario estudiar de nuevo como actúa el calcio en 
las células utilizando los inhibidores de los canales de calcio ya que sabemos que están 
involucrados. También, sería útil utilizar concentraciones diferentes de inhibidor en los medios 
para observar el efecto de una mayor cantidad en la migración celular. Para estudiar más la 
presencia de los canales de calcio en fibroblastos, se podrían hacer un marcaje utilizando 
anticuerpos que reconozcan los canales de calcio y observarlos utilizando microscopio de 
fluorescencia. 
Además, el “Scratch Wound Assay” es un ensayo muy sencillo pero no muy preciso. En efecto, 
las heridas se hacen a mano alzada y las áreas se miden con el software ImageJ siguiendo los 
bordes de las heridas con el cursor del ratón. Por eso que tenemos desviaciones de los 
resultados bastante importantes. La manera de mejorar este ensayo es realizar mayor número 
de repeticiones y experimentos para asegurarnos del efecto de las nanopartículas pero 
sobretodo del efecto de los inhibidores. Otra manera seria utilizando otro ensayo llamado 
“Radius 24-Well Cell migration assay” en el cual las heridas se hacen gracias a un hidrogel 
puesto al medio del pocillo antes de sembrar las células en placas. De esta manera, todas las 
heridas tienen el mismo tamaño y los resultados son más precisos. Hay otros ensayos para 
observar la migración celular en los cuales las heridas se hacen automáticamente pero aunque 
son muy precisos, son mucho más cotosos sobre todo con tantas condiciones.   
Lo importante, es que el calcio liberado por las nanopartículas permite tener una migración 
de los fibroblastos más efectiva. Es decir que si la migración es más rápida, la herida se cierra 
más rápidamente y la cicatrización se hace mejor. Es un sujeto muy interesante en el cual 
quedan muchas preguntas. Para pensar en una aplicación futura utilizando las nanopartículas 
para la curación de las heridas cutáneas de pacientes, son necesarias muchas investigaciones. 
Sin embargo, es posible y sería una gran evolución en el dominio de la medicina y de la salud 
de utilizar las partículas como apósito o integradas en un andamio.  
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COSTE DEL PROYECTO 
En esta parte, listamos los productos, el material y los equipos utilizados durante el proyecto 
y calculamos su coste. 
Producto Precio/unidad Cantidad Precio total 
Etanol absoluto 17,95€/L 2L 35,90€ 
Metoxyetanol  19€/500mL 500 mL 19€ 
Medio DMEM 22,45€/500mL 500 mL 22,45€ 
Medio DMEM sin Ca2+ 51,25€/500mL 2L 205€ 
FBS 486,5€/L 100mL 48,65€ 
L-glutamina 14,36€/100mL 10 mL 1,44€ 
Penicilina/Estreptomicina 173€/L 10 mL 1,73€ 
Tripsina 190€/L 150mL 28,5€ 
DMSO de cultivo 125€/L 2mL 0,25€ 
Dioxano 98,80€/L 500 mL 49,40€ 
CaH2 92,80€/100g 15 g 13,92€ 
Fosforo 339€/250g 28,2487g 20,83€ 
Calcio metal 45,10/100g 10,121g 22,44€ 
Titanio metal 101/25g 5g 20,20€ 
Sodio metal 247,5/5g 2,260g 38,31€ 
Mitomicina 159€/10mg 5 mg 79,5€ 
Cacl2 101,5€/100g 30 mg 30,45€ 
Amoniaco Nh3 67,50/100mL 53,11μL 0,04€ 
Nifedipine 59€/g 34,634mg 2,04€ 
Amlodipine 89€/g 20,44mg 1,82€ 
Diltiazem 69€/g 45,09mg 3,11€ 
Verapamil 75€/g 24,55mg 1,84€ 
AMP 159,50€/100mL 37,8mL 60,29€ 
O-cresolphtenia 42,90€/g 25mg 1,07€ 
8-hydroxyquetonine 47,70/25g 250mg 0,48€ 
Total   708,66€ 
Tabla 14: Coste de los productos utilizados durante el proyecto 
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Material Precio/unidad cantidad Precio total 
Flascon 1,69€/unidad 30 50,70€ 
criotubos 0,39€/unidad 10 3,90€ 
Tubos 15 mL 0,33€/unidad 100 33€ 
Tubos 50 mL 0,14€/unidad 100 14€ 
Placas cultivos (12 
pocillos) 
1,775€/unidad 20 35,50€ 
Placas cultivos (96 
pocillos) 
1,775€/unidad 6 10,65€ 
Guantes de nitrilo 0,55€/par 200 pares 110€ 
Parafilm 22€/cinta ¼ cinta 5,50€ 
Pipetas Pasteur 0,02€/unidad 10 0,20€ 
Puntas de pipetas 
azules (100-1000μL) 
4,8€/1000 unidades 600 2,88€ 
Puntas de pipetas 
amarillas (2-100μL) 
3,15€/1000 
unidades 
400 1,26€ 
Pipetas solo uso 
células (5/10/25 
mL) 
0,6475€/unidad 200 129,50€ 
Vaso PS con tapa 
ajustada  
0,098€/unidad 10 0,98€ 
Jeringa 0,11€/unidad 20 0,22€ 
Agujas 0,06€/unidad 20 1,20€ 
Filtros 0,77€/unidad 20 15,4€ 
Ependorf 1,5mL 8€/1000 unidades 30 0,24€ 
Total   415,13€ 
Tabla 15: Coste del material utilizado durante el proyecto 
 
Equipo Precio por hora Total horas Total 
SEM 24,16€ 15 minutas 6,04€ 
Microscopio óptico 10,71€ 15 horas 160,65€ 
Microplate 18,45€ 3 horas 55,35€ 
centrifuga  5,82€ 1 hora  5,82€ 
Total   227,86€ 
Tabla 16 ; Coste de los equipos utilizados durante el proyecto 
Si sumamos los totales, obtenemos un coste del proyecto de 1351,65€. 
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IMPACTO EN EL MEDIO AMBIENTE 
 
Hemos fabricado las nanopartículas G5 en el laboratorio. Las reacciones químicas para 
fabricarlas son peligrosas pero la seguridad es muy importante en el IBEC. Así que todo se ha 
hecho en las campanas, con guantes, con gafas, con una bata y estábamos muy informados 
sobre los riesgos de cada producto. 
Además en el laboratorio del IBEC se separan los residuos de manera estricta. Se pone el 
material que ha estado en contacto con productos químicos en una basura específica para que 
sean tratados de manera diferente que los residuos normales, y se ponen fluidos orgánicos, 
ácidos, básicos y corrosivos en contenedores apropiados. 
En cuanto a los cultivos celulares, fueron generados muchos residuos (medio usado, células 
muertas, pipetas y puntas de pipetas, tubos esterilizados, etc.). Estos residuos podrían tener 
un impacto negativo sobre el medioambiente, pero son residuos tratados por una empresa 
especializada, por eso, no se puede considerar como residuos peligrosos para el 
medioambiente.  
Finalmente, podemos decir que este proyecto respecta el medio ambiente. 
También el producto que estamos desarrollando actualmente se inserta en un proyecto cuya 
meta sería diseñar un apósito que permitiría ayudar a la curación de las heridas cutáneas 
serias. Permitirá en primer lugar aumentar el bienestar de los enfermos y en segundo lugar 
permitirá un ahorro de dinero y tiempo importante. Por eso tiene un interés grande en los 
tiempos actuales y se busca cada vez más para permitir a la población vivir más y con mejor 
salud. 
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